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論文内容の要旨
(目的)
イノシトール1， 4 , 5 一三燐酸(IP3) はホルモンや神経伝達物質などの刺激により細胞内に放出され，選択的に
その受容体に結合して，細胞内カルシウム( Ca2つ貯蔵庫から Ca2 + を放出する o IP3 受容体は IP3 依存性 Ca2 + 放出
を司る分子であり IP3 結合部位を有しそれ自身四量体を形成し Ca2 + チャネルを形成する o IP3 受容体は既にマウス
小脳より精製され，その一次構造は従来知られた電位依存性 Ca2 + チャネルとは全く異なっている。本研究では，種々
の遺伝学的，発生工学的技法が適応できるショウジョウパエより IP3 受容体遺伝子を単離し，構造決定及び機能発現
実験を行い，組織局在，遺伝子座を決定することにより， IP3 受容体の機能を明らかにすることを目的とするO
(方法ならびに成績)
IP3 受容体の遺伝子は膜貫通領域での相向性が保存されているという仮定のもとに マウス IP3 受容体cDNA の
膜貫通領域に相当する断片をプロープとし，ショウジョウパエ頭部 cDNA ライブラリーを弱い hybridization の条件
でスクリーニングし，得られたクローンを用いて，同じライブラリーより高い hybridization の条件でスクリーニン
グし，全長をカバーする cDNA 群を得た。これらの cDNA を用いて唾腺染色体の in situ hybridization を行い遺伝
子座を決定したところ，この遺伝子は第 3 染色体の 83A 5 -9 にマップされたo cDNA の全塩基配列を決定し，これ
よりショウジョウパエ IP3 受容体が 2833 アミノ酸からなる分子量 319kD の蛋白質であることが推定された。
ショウジョウパエ IP3 受容体はマウス IP3 受容体と全体にわたってアミノ酸レベルで57%の相向性を持ち，中で
も IP3 結合能を持つ N 末端 650 アミノ酸の領域において性質の類似したアミノ酸を含めると83%の相同性が認められ
た。また hydrophobici ty 解析により，マウス IP3 受容体と同様少なくとも 6 つの膜貫通配列 (M 1 -M 6) が C 末
端側に存在するが，この付近のアミノ酸配列もよく保存しており，特に M5 ， M6 はそれぞれ 87 ， 95 %の相向性があ
り，また筋小胞体に存在するリアノジン受容体の M3 ， M4 とも高い相向性を示す。しかし前記二領域の中間部の調
節領域ではマウス IP3 受容体と大きな差異が見られマウス IP3 受容体で存在する cAMP 依存性のリン酸化部位を持
たない。
ショウジョウパエ IP3 受容体の N 末端側の領域が実際に IP3 結合活性を持っかどうか調べるために，膜貫通領域を
欠如した N 末端より 2295 アミノ酸をコードする cDNA をベータアクチンプロモーターの下流に連結した発現用プラ
スミドを調製して， NG108-15 (neuroblatoma x glioma) 細胞に導入して発現させた。ウエスタンプロット解析の
? ?
結果，可溶性画分での蛋白質の発現が検出された。この画分を用いて IP3 結合実験を行ったところマウス IP3 受容体
と同様な結合活性が見られた (K d 値;マウス約 20nM，ショウジョウパエ約 30nM) 。
ショウジョウパエ IP3 受容体の mRNA の各組織，発生段階における発現の分布を調べるためにノーザンプロット
法を行った。約 10kb に相当するバンドが検出され，成虫において頭部及び胸腹部で強いシグナルが見られた。特に
足，触角，剛毛を含んだ appendage 画分で最も強いシグナルが検出された。この結果は，ショウジョウパエの各組織，
発生段階の膜画分を用いた IP3 結合実験とよく一致した。即ち IP3 結合能は成虫で最も高く，特にappendage 画分で
最も高い結合能を持つ。ニクパエを用いた同様の実験より，この高い結合能が足，触角共に同等に由来することが明
かとなった。また頭部において，複眼形成不全突然変異体 (eyes αbsent) と比較したところ， IP3 結合能が半減して
おり，複眼における IP3 結合活性の存在が示唆された。
(総括)
本研究では IP3 産生以降の分子機構に注目し， IP3 依存性 Ca2 + 放出の中心的分子である IP3 受容体のショウジョウ
パエ相同分子 cDNA の単離と構造解析を行い以下のような結果を得た。(1)ショウジョウパエとマウスの IP3 受容体の
一次構造の比較により， IP3 結合部位， Ca2 + チャネル領域における共通性と調節領域における差異を見いだした。 (2)
IP3 結合部位に相当する cDNA を培養細胞に導入して，マウス IP3 受容体と同様な結合様式を持つことを示した。 (3)
mRNA の発現，細胞膜画分を用いた IP3 結合実験により，視覚，喚覚，筋肉系における IP3 受容体の重要な役割を示
唆した。以上の結果は IP3 受容体が無脊椎動物から脊椎動物に至る進化の過程で非常によく保存されていて，
IP3/Ca2 + 情報伝達系の細胞における普遍的な重要性を示唆している。
論文審査の結果の要旨
本研究は，ショウジョウパエの IP3 受容体の cDNA クローニングと一次構造の決定を行い，ショウジョウパエとマ
ウスの IP3 受容体の一次構造の比較により， IP3 結合部位， Ca2 + チャネル領域における共通性と調節領域における差
異を見いだし， IP3 結合部位に相当する cDNA を培養細胞に導入して，マウス IP3 受容体と同様な結合様式を持つこ
とを示し， mRNA の発現，細胞膜画分を用いた IP3 結合実験により，視覚，嘆覚，筋肉系における IP3 受容体の重要
な役割を示唆した。
Ca2+は中枢神経のみならず末梢神経においても重要な働きを担っていることが知られているO 本研究はショウジョ
ウパエにおいても細胞内膜系リガンド作動性 Ca2 + チャネルである IP3 受容体が種を越えて非常によく保存された形
で存在し，しかも視覚系，嘆覚系のみならず筋肉系においても細胞内膜系の Ca2 + 制御系の普遍的分子として細胞の
生理機能発現の上で重要な働きをしていることを示唆している。また，ショウジョウパエは遺伝学の蓄積が豊富であ
り，遺伝子導入による変異体の作製も可能であるので，今後 IP3/Ca2 + 情報伝達系が分子生物学的に解析されること
が期待されるので，学位論文に値するものと評価される。
? ?
